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При проведении серии скрещиваний различ- 
ных форм посевного гороха Р1зит зайушит Г.. нами 
был встречен образец, собранный Н. И. Вавило- 
вым в Палестине, УГ 320, принадлежащий дико- 
растущему подвиду гороха Р. зайуит ѕѕр. зупасит 
(Во155 еї М№ ес) Вегоег, который вел себя необыч- 
ным образом [1]. При использовании в скрещива- 
ниях УП 320 в качестве материнских растений 
практически все потомство ЕІ является аберрант- 
ным. У растений нарушена, часто мозаичным об- 
разом, хлорофильная пигментация, листочки и 
прилистники сильно редуцированы, сильно сни- 
жена фертильность, так что ббльшая часть расте- 
ний вообще не дает семян, растения, как правило, 
интенсивно ветвятся. При использовании в скрещи- 
ваниях У1К320 в качестве источника пыльцы обра- 
зуется нормальное потомство. Подобная асиммет- 
рия в фенотипе растений от реципрокных скрещи- 
ваний явно свидетельствует о наличии ядерно- 
цитоплазматического конфликта, при котором 
страдает функция хлоропластов. Данный конфликт 
может быть преодолен: некоторые растения име- 
ют на листочках сектора с нормальной хлоро- 
фильной пигментацией, иногда целые ветки, не- 
отличимые от нормы. В данной работе мы пока- 
зываем, что восстановление нормальной работы 
хлоропластов при наличии ядерно-цитоплазмати- 
ческого конфликта возможно путем пролифера- 
ции отцовского типа пластид, что является явным 
отклонением от обычного материнского наследо- 
вания клеточных органелл. 


Фенотип растений, наблюдаемый в наших экс- 
периментах, очень напоминает фенотип, описан- 
ный А.Н. Лутковым [2], который он наблюдал в 
Р2 и ЕЗ от скрещивания форм гороха Р. зайуит и 
Р. һитіе Во еї Мое, что послужило Л. И. Гово- 
рову [3] основанием рассматривать Р. һитіе как 
отдельный вид. Впоследствии название һитіе 
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было заменено на ѕупасит, а сам таксон стал рас- 
сматриваться как подвид посевного гороха Р. 5. 
зупасит [4]. В настоящее время существует упро- 
щенная таксономическая схема, в которой все ди- 
корастущие формы посевного гороха относятся к 
одному подвиду Р. зайушт р. @айи$ (ВіеБ.) 
Ѕсһтаһ., что было принято и в работе [1]. 


В настоящей работе мы изучили проявление 
маркера хлоропластной ДНК у растений Е1, по- 
лученных от реципрокных скрещиваний линии 
УІК320 с тестерными линиями гороха Спринт-1 и 
КТ-1, созданными в нашей лаборатории. Линия 
Спринт-1 получена в результате скрещивания 
сорта Ауапи и образца УІК7036 (Непал), тогда 
как в создании тестерной линии КТ-1, наряду с ли- 
нией Спринт-1 и тестерной линией \\Г.1018, при- 
нимал участие образец УІК320, изучаемый в на- 
стоящей работе как носитель генетически детер- 
минированной способности вызывать нарушения 
в развитии гибридного потомства. 


В качестве маркера хлоропластной ДНК ис- 
пользовали ген 7фсГ, кодирующий большую субъе- 
диницу рибулозодифосфаткарбоксилазы. Фраг- 
мент кодирующей части гена длиной 1129 п.о. амп- 
лифицировали с помощью праймеров (прямой: 
5'-ТТАТТАТАСТССТСАСТАТСАААСС-3' и обрат- 
ный: 5-ТАСАСААТСАТСТССАААТАТСТСО-3', 
разработанных на основании нуклеотидной по- 
следовательности гена грсГ, гороха из публичных 


баз данных (регистрационный номер Х03853)*. 
Условия для проведения ПЦР были следующие: 
предварительная денатурация при 95°С 1 мин; да- 
лее 35 циклов, включающих денатурацию при 
94°С 59 с, отжиг при 62°С 59 сек, элонгацию при 
72°С 1 мин. Из индивидуальных растений ЕІ вы- 
деляли тотальную ДНК с помощью набора для 
выделения ДНК, (Медиген, Новосибирск), ис- 
пользовали около 10 нг геномной ДНК для ПЦР- 
амплификации гена үрс, полученный продукт 


* Определение последовательностей ДНК осуществлялось в 
Межинститутском центре секвенирования ДНК на базе 
Института цитологии и генетики и Института химической 
биологии и фундаментальной медицины СО РАН. 


2 БОГДАНОВА, КОСТЕРИН 


Рис. 1. Фенотип типичного растения Е1 от скрещива- 
ния УВ 320 х Спринт-1. 


обрабатывали рестриктазой Азр ЕІ (“Сибэнзим”, 
Новосибирск) и подвергали электрофорезу в 
1.5%-ном агарозном геле, содержащем 0.5 мкг/мл 
бромистого этидия. 


Оказалось, что амплифицируемый фрагмент 
из линии УП 320 содержит сайт узнавания для эн- 
донуклеазы Аѕрі ЕІ, давая в результате рестрик- 
ции два фрагмента длиной приблизительно 800 и 
300 п.о. В линиях Спринт-1 и КТ-1 этот сайт от- 
сутствует, ПЦР-продукт рестриктазой не расщеп- 
ляется, в результате виден один фрагмент длиной 
около 1100 п.о. Секвенирование участка гена по- 
казало, что появление данного сайта рестрикции 
обусловлено синонимической заменой Т->С. 
Мы проанализировали 10 растений ЕІ от скрещи- 
вания У1К320 х Спринт-1, все они имели признаки 
ядерно-цитоплазматической несовместимости в 
виде нарушения хлорофильной пигментации и ре- 
дукции пластинок листочков и прилистников 
(рис. 1), при этом три растения частично преодо- 
лели этот конфликт и имели сектора нормальной 
ткани (рис. 2). У посевного гороха было показано 
наследование хлоропластов по материнской линии 
[5], поэтому мы ожидали увидеть у всех потомков 
два фрагмента (около 800 и 300 п.о.), соответству- 
ющих наличию сайта рестрикции в ДНК линии 
УІК320. Однако почти у всех растений в той или 
иной степени наблюдалась гетероплазмия, семь 
растений без признаков преодоления ядерно-цито- 
плазматического конфликта имели материнский 
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Рис. 2. Фенотип растения ЕІ от скрещивания У 320 
х Спринт-1, демонстрирующего преодоление ядерно- 
цитоплазматического конфликта. 


тип ”РсІ -кодирущей хлоропластной ДНК со сле- 
дами присутствия отцовского варианта (рис. 3, до- 
рожки 2, 5-9, 11-12), тогда как у трех растений, 
имеющих сектора нормальной ткани, наблюда- 
лось подавляющее преобладание отцовского ти- 
па хлоропластной ДНК (рис. 3, дорожки 3, 4, 10). 
(Здесь и далее под отцовским или материнским 
типами хлоропластной ДНК подразумевается 
маркерный ген ғРс/). У одного из растений, име- 
ющих сектора нормальной ткани (рис. 2), мы про- 
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Рис. 3. Фрагмент кодирующей части гена үрс/, после 
обработки рестриктазой АЅѕрГ ЕІ. 1 — родительская 
форма Спринт-1; 2 – 11 – индивидуальные растения 
Е] от скрещивания У1К320 х Спринт-1; 12 — родитель- 
ская форма У1К320; М - маркер молекулярной массы 
100-1000 п.о.; 13—16 – индивидуальные растения Е 1 от 
скрещивания Спринт-1 х УІК320. 
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анализировали ДНК, выделенную из зеленых 
секторов, и ДНК, выделенную из хлоротичных 
частей. Оказалось, что хлоротичные части имели 
преобладающим материнский тип хлоропластной 
ДНК, а зеленые части – отцовский тип (рис. 4). На 
основании этих данных мы делаем вывод, что 
пластиды, происходящие от линии У1К320, не мо- 
гут нормально функционировать в клетках, где 
половина ядерного генома представлена генети- 
ческим материалом от линии Спринт-1. Это вы- 
ражается в нарушении хлорофильной пигмента- 
ции и сопутствующей редукции структур листа. 
Восстановление зеленой ткани происходит в слу- 
чае пролиферации отцовских хлоропластов, что 
является нетипичным для гороха, но согласуется 
с потенциальной возможностью у него двуроди- 
тельского наследования хлоропластов [6, 7]. 


При скрещивании линии У1К320 с линией ВТ-1 
все потомки имели нормальную зеленую окраску, 
т.е. в этом случае не наблюдалось несовместимо- 
сти ядра и цитоплазмы, что вполне можно объяс- 
нить генетической общностью этих линий. Анализ 
гена гфсГ, у пяти потомков ЕІ показал, что подавля- 
ющее количество ДНК у них было представлено 
материнским типом, при этом у одного растения 
были заметны следы присутствия отцовского вари- 
анта. Материнское наследование хлоропластной 
ДНК наблюдалось также в случае реципрокных 
скрещиваний КТ-1 х УІК320 и Спринт-1 х У1К320 
(рис. 3, дорожки 13-16), с использованием линии 
УІК320 в качестве донора пыльцы. Таким обра- 
зом, в отсутствие ядерно-цитоплазматического 
конфликта происходило ожидаемое [5] материн- 
ское наследование хлоропластов. 


Сходные аномалии в наследовании цитоплаз- 
матических геномов были описаны при межродо- 
вых скрещиваниях злаков. У гибридов первого 
поколения ржи с тритикале анализ митохондри- 
альной ДНК показал присутствие фрагментов как 
материнского, так и отцовского типов, тогда как 
хлоропластный геном у этого же гибридного поко- 
ления секалотритикум передавался строго по ма- 
теринской линии [8]. У ячменно-пшеничных гиб- 
ридов в серии бэк-кроссов была обнаружена гете- 
роплазмия по маркерам митохондриальной ДНК, 
причем восстановление фертильности как показа- 
теля преодоления ядерно-цитоплазматического 
дисбаланса коррелировало с наследованием толь- 
ко отцовского варианта [9]. При этом, если от- 
цовский тип митохондриальной ДНК выявлялся 
уже у гибридов ЕІ, то отцовский вариант хлоро- 
пластной ДНК появлялся только на третьем-чет- 
вертом поколении бэк-кросса [10], т.е. при более 
полном насыщении генома отдаленных гибридов 
генетическим материалом отцовского родителя. 


Мы наблюдали отцовское наследование хлоро- 
пластной ДНК у гибридов гороха, которое корре- 
лировало с восстановлением нормальной хлоро- 
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Рис. 4. Фрагмент кодирующей части гена 7БсГ, после 
обработки рестриктазой АзрГЕТ. ДНК выделена из 
одного растения Е1. 1 – ДНК из зеленых частей; 2 – 
ДНК из хлоротичных частей листа. М – маркер моле- 
кулярной массы 100-1000 п.о. То же растение пред- 
ставлено на рис. 3, дорожка 10. 


фильной пигментации мезофила и общей жизнен- 
ности растений. Данный феномен отличается от 
описанных при отдаленной гибридизации у злаков 
тем, что, во-первых, он имел место при внутриви- 
довой гибридизации (скрещивание подвидов), во- 
вторых, аномалии в наследовании хлоропластов 
происходили уже в первом поколении. 


Заметим, что исследуемый образец УВ 320 вы- 
соко гетерогенен [4]. Полученный нами из ВИР се- 
меннбй материал содержал две весьма несхожие 
формы, из которых описанную здесь аномалию 
проявляет только одна. 


Уместно вспомнить, что скрещивания гороха 
Ріѕит зайуит с подвидом Р. 5. $$р. аБуѕѕіпісит и ви- 
дом Р1зит ЁШушт успешны (за редкими исключе- 
ниями) только при использовании в качестве мате- 
ринских растений Ріѕит ѕайуит [11, 12]. Возмож- 
но, ядерно-цитоплазматический конфликт вносит 
вклад в формирование барьера нескрещиваемости 
и видовой дифференциации в роде Р1зит. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
проекта РАН “Происхождение и эволюция био- 
сферы”. 
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